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Abstract of DE19915137 

Quantifying multiple fluorochromes in a sample by recording and storing spectrally resolved 
fluorescence data for the fluorochromes in pure form and in the sample and determining the 
contributions from the pure fluorochromes to the complex total signals by multivariate linear regression 
s' analysis, spectral resolution by using different excitation wavelengths, is new. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren zur Quantifizierung mehrerer Fluorochrome 

<§) Das Verfahren zur Quantifizierung mehrerer Fluoro- 
chrome dient der quantitativen Erfassung des Beitrags 
verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe zu einem Gesamtsi- 
gnal, das sich aus den Signalen mehrerer Fluorochrome 
zusammensetzt. Bei unzureichend durch optische Vor- 
richtungen abgrenzbaren Fluoreszenzeigenschaften stellt 
die Quantifizierung des Beitrags der Einzelkomponenten 
zu komplexzusammengesetzten Gesamtsignalen ein ent- 
scheidendes Problem unter anderem in der Fluoreszenz- 
mikroskopie, der DNA-Sequenzierung oder der Werkstoff- 
kunde dar. Diese Erfindung beschreibt ein neues Verfah- 
ren, das eine genaue Quantifizierung multipler Fluoro- 
chrome durch Aufzeichnung spektral aufgeloster Daten- 
satze mit nachfolgender Regressionsanalyse erzielt Das 
beschnebene Verfahren ist in der Lage, unter Erhalt von 
■ Bild- und Zeitauflosung den Beitrag verschiedener Fluo- 
, reszenzen zu einem komplexen Gesamtsignal zuruckzu- 
• verfolgen. Da keine nachfolgenden Kalibrationsprozedu- 
ren erforderlich sind, kann das Verfahren zur Echtzeitana- 
lyse eines komplex zusammengesetzten Singals ange- 
wendet werden. Die Nutzung des beschriebenen Verfah- 
rens wird durch Anwendungsbeispiele im Bereich der 
Fluoreszenzmikroskopie verdeutlicht. 
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Beschreibung 

Technischcs Umfeld der Erfindung 

5 Diese Erfindung beziehl sich auf die quantilalive FI uoresz.cn zerfassung vorzugswcise in der Fluorcszcnznukroskopie 
bei simultaner Anwendung mehrerer Fluorochrome oder von Fiuoreszenzindikatoren mil uberlappenden spektralen 
FJ uoreszcnzeigenschaft.cn. 

Stand der Technik 

io 

Die Quantifizierung- einzelner Fluorochrome setzte-bislang eine quantitative TrcnnbarkeiLder-Fluoreszenzsignalc 

durch Wahl der Anregungs- und Emissionsbedingungen voraus. Bei Fiuoreszenzindikatoren, deren Fluoreszenzen nichl. 
durch entsprechende Anregungs- und Hniissionskonfigurationen vol 1 standi g voneinander getrennt werden konnen, oder 
bei Fluorochromen mit stark uberlappenden Anregungs- und Emission scharakteristika konnen mil den bisherigen Vcr- 
15 fahren nur Quantifizierungen zweier Fluorochrome mil. uberlappenden spektralen Eigcnschaften erzielt werden. Zudem 
mussen zur Quantifizierung anschlicBend an den MeBvorgang Kalibrationsprozeduren durchgefuhrt werden oder mil 
Hilfe von Eichproben Reiercnzwerte fur ein "Ratio- Verlahrcn" aufgezeichnet. werden (stelJvertretend fur eine Vielzahl 
von Indikatorsystemen seien hier die Ca 2+ -Indikatoren Fura-2 und Indo-1 genannt, siehe Patent US 4603209, Grynkie- 
wiczet al. (1985)). Bei gl eichzei tiger An wesenheit weiterer Fluoreszenzen (z. B. "green fluorescent protein" (GFP) und 

20 dessen Varianten), die mil den spektralen Eigenschaften des Indikators iiberlappen, ist eine Quantifizierung iiber das in 
Patent US 4603209 und in Grynkiewicz et al. (1985) beschriebene "Ratio- Verfahren" nicht anwendbar. 

Durch spezielle Kombinationen von FluoreszenzfarbstofTen, AnregungslichlqueUen, Anregungsfiltern, di- oder mul- 
tichroische Spiegel und Emissionsfilter wurde die Anzahl simultan registrierbarer Fluorochrome ausgeweitet (Carlsson 
et al. (1 994), Lowy (1995), Carlsson et al. (1998); Patente WO 9817992, WO 9418547 und WO 9723648). Diese Me- 

25 thoden leisten trolz optimierter optischer Vorrichtungen lediglich eine qualitative Aussage uber die die Anwesenheit oder 
Ab wesenheit von Fluorochromen in einem gegebenen Bildelement. Bei Anwendung multipler Fluorochrome beispiels- 
wcisc in der Chromosomcnanalysc (Ricd et al. (1 992); Patent WO 9723648) mussen Konfigurationcn von Anregungsfil- 
tern, dichroischen Spiegeln und Emissionsfiltem angewendet werden, die weniger als 10% Signalstreuung in Nachbar- 
kanale; garantieren. Eine Quantifizierung ist bei diesem Verfahren nicht vorgesehen, es konnen lediglich die Anwesen- 

30 heit oder die Abwesenhei t der enlsprechenden Fluorochrome bestimmt. werden. 

Die Unterscheidung verschiedener Fluorochrome rnit Hilfe der "fluorescence lifetime" Methode oder durch Amplitu- 
denmodulation der Anregungslaser (Carlsson et aL (1998); Patente WO 9809154, US 5784157 beschrieben) ist zwar in 
der Lage, einige Fluorochrome anhand unterschiedlicher kinetischer Eigenschaften zu unterscheiden, doch sind die tech- 
nischeri Erfordernisse und die Kosten durch die Anwendung gepulster Lichtquellen und Detektorsysteme mit hoher Zeit- 

35 auflosung enorm. Implernentierungen des "fluorescencelifetime" Verfahrens fur die Fluoreszenzmikroskopiie (Oida et al. 
(1993), Brismar und Ulfhake (1997); Patent US 4791310), fur die DurchfluBzytometrie (Patente. EP 0552241, 
WO 9207245, US 5270548 und US 5504337) und fur die DNA-Sequenzierung (He et al. (1998)) wurden jedoch be- 
schrieben. Viele Indikatorsy steme, die in der Fluoreszenzmikroskopie verwendet werden (bei spiels weise Fura-2 vs. 
Fura-2-Ca 2+ -Koniplex, verschiedene Varianten des GFP), unterscheiden sich durch spektrale Veranderungen der Fluo- 

40 reszenzcharakteristika, jedoch nicht beziiglich ihrer "fluorescence-lifetime"; daher ist die Anwendbarkeit der "fluores- 
cence-lifetime" Verfahrens fur solche Fluorochrome nicht gegeben. 

Durch die vorhandenen Laserlichtquellen besclirankt sich die Auswalil der Anregungs wellenlangen in konfokalen La- 
sermikroskopen auf wenige, verfugbare Laseremissionslinien. Hierbei kann oft nicht vermieden werden, daJ3 Fluores- 
zenzen eines Fluorochroms in den MeBkanal eines anderen Fluorochroms mit einflieBen. Unter solchen Bedingungen 

45 konnen viele Kombinationen von Ruorochromen und/oder Fiuoreszenzindikatoren nicht eingesetzt werden. Bei diesen 
gemischlen MeBsignalen konnen mit dem in dieser Erfindung beschriebenen Verfahren die Beitrage der in der Probe vor- 
handenen Fluorochrome zuruckverfolgt werden. Zudem beeintrachtigt. ein unterschiedlich schnelles Ausbieichen ver- 
schiedener Fluorochrome die quantitative Erfassung des Beitrags einzelner Fluoreszenzfarbstoffe zu einem zusammen- 
gesetzten Gesamlsignal bei unvollstandiger Trennbarkeit durch Anwendung optimierter optischer Vorrichtungen. Auch 

50 diese StorgroBen konnen durch Anwendung des hier beschriebenen neuen Verfahrens eliminiert werden. 

Aufgabenstellungstellung 

Das Ziel des in dieser Erfindung beschriebenen Verfahrens ist die quantitative Bestimmung der Beitrage verschiedener 
55 Fluorochrome zu einem komplex zusammengesetzten Gesamtsignal auch bei unvollstandiger Trennbarkeit der Fluores- 
zenzeigenschaiien mehrerer Fluorochrome und/oder Fluoreszenzindikatorspezies durch alleinige Anwendung optischer 
Vorrichtungen. 

ErfindungsgemaBe Losung des technischen Problems 

60 Die erfindungsgemaBe Txisung der Aufgabenstellung setzt sich aus drei Arbeitsschritten zusarnmen, die zeitlich von- 
einander getrennt vorgenommen werden konnen: 

- Aufzeichnung und Speicherung von spektral aufgetrennten Fluoreszenzsignalen der einzelnen Fluorochrome in 
Reinform. 

65 - Aufzeichnung und Speicherung von spektral aufgetrennten Fluoreszenzsignalen der Probe, die eine unbekannte 

Mischung der Reinformen enthalt. 

- Mathemausches Regressionsverfahren zur Berechnung des Beitrags der einzelnen Reinformen zu dem komple- 
xen Gesamtsignal der Probe. 
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'Datenerfassung der spektral aufgetrennten Fluoreszenzen dcr Reinformen 

Im ersien Schriu wcrdcn spektral aufgetrennteFluoreszenzsignale der in einer Probe vorkommendcn Fluorochrorne in 
Reinforrn sowic das Hintergrundsignal ohne Fluorochrom im gegcbcnen optischen System aufgezeichnet. Die genannte 
spektrale Auflrcnnung wird entweder durch Andening dcr Fluoreszenzanrcgungswellcnlangen oder durch spektrale Se- 5 
lcktion des in den DctekLor gelangenden Fluorcszenzcmissionslichts oder durch einc Kombinaiion von beiden MaBnah- 
rnen crzielt. Die spektrale Auflrcnnung kann hicrbci kontinuierlich beispiclswcise mil Hilfc von Monochromatoren cr- 
folgen oder diskonlinuierlich gestaltel wcrden, beispicLsweisc durch diskretc Monochromatoreinstellungen, dichroische 
Spiegel, Hllersatze oder verschiedenc Lichlquellen. Die spekLral aulgelosten Datensatze werden nach Subtraklion des 
Hintergrundsignales in einer Datenbank zur spatcren Verwcndung gespeichert. Die gespeicherten, spektralen Datensatze 10 
der Reinformen konnen bci guter Reproduzierbarkeit in den Datenbanken verblcibcn und fur spatere Messungen wiedcr- 
verwendet werden. Die spektral aufgetrenntcn Datensatze der Reinformen weiterer Fluorochrorne konnen die Datenbank 
erganzen und zu den nereits gespeicherten Datensatzcn hinzugefugt werden. Die spektral aufgetrennten Dalcnsalze dcr 
Reinformen auch bei mehr spektralen Konfigurationen aufgezeichnet werden, aJs es bei der Messung dcr Probe zunachst 
vorgesehen ist. Dies biciel den Vortcil, daB bei spaterer Verwendung anderer spektraler Konfigurationen bereits Refe- 15 
renzdaten der Reinformen in der Datenbank existieren, und somit die Reinformfluoreszenzen nichl erneuL aufgezeichnet 
werden miissen. 



Dalenerfassung der Fluorcszenzen dcr Probe 

Die Fluoreszenz der Probe selzt sich aus den Fluoreszenzen der genannten Reinformen zusammen. Eine spektrale 
Auftrennung der Ruoreszenzen der Probe wird in den spektralen und optischen Konfigurationen durchgefuhrt, in denen 
auch Daten der Reinformen aufgezeichnet wurden. Vornehmlich konimen solche spektrale Konfigurationen zum Einsalz, 
bei denen die Fluoreszenzen der in der Probe vorhandenen Reinformen die groBten Differenzen untereinander aufwei- 
seD. Eventuell in der Probe vorhandene Autofluoreszenzen werden von den gewonnenen, spektral aufgetrennten Daten- 
sklzen subtrahierL 

. Die Aufzcichnung dcr spektral getrennten Datensatze dcr Probe kann gcgcbcncnfalls wicdcrholt wcrdcn um entweder 
dynamische Prozesse in der Probe zu verfolgen oder durch Mittelwertbildung die Streuung des MeBsignals zu verrin- 
gern. 

Datenanalyse 



Formel (1) y { = b,x u + b 2 Xi2 + b 3 x B + . . . + b m Xi, 
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Die gespeicherten Daten werden im folgenden Schritt. mit Hilfe einer Regressionsanalyse ausgewertet. Hierbei konnen 
multivariate lineare Regression sanaly sen oder nichtlineare Regressionsanalysen zum Einsatz konimen. Im vorliegenden 
Anwendungsbeispiel wurden Auswertungen mit beiden Verfahren durchgefuhrt. Vor- und Nachteile der entsprechenden 35 
Verfahren werden erlautert. Durch die Regressionsanalyse konnen die relativen Beitrage der Reinformen zum Gesamtsi- 
gnal ermiuelt werden und bei Kenntnis der Sign alintensi tat bekannter Mengen des Fluorochroms auf die in der Probe 
vorhandene Menge des Fluorochroms geschlossen werden. Die hierzu erforderlichen Schritte werden in der Folge be- 
schrieben: 

Da. CCD-Kameras bis zur Sattigungsschwelle weitgehend linear arbeiten, kann angenommen werden, daB sich unter- 40 
halb der Sattigungsschwelle bei jeder spektralen Konfiguralion i das Gesamtsignal einer Probe Fges addiliv aus den Si- 
gnalanteilen der Einzelkomponenten 1, 2, ... m zusammensetzt. Daher gilt F gcs = F! + F 2 + . . . + F m . Diese Einzelkom- 
ponenten konnen als Produkt der durch Aufzeichnung und Nonnierung der Reinformfluoreszenzen bekannten, normier- 
ten Fluoreszenzintensitalen x ly x 2 , . . . x, n mit den unbekannten Skalierungsfaktoren bj f b 2 , . . . b,„ ausgedruckt werden: 
F m = b m x ra . Wahrend die normierten Ruoreszenzin tensitaten x jeder der Einzelkomponenten bei unterschiedlichen spek- 45 
tralen Konfigurationen verschieden sind, bleiben die Skalierungsfaktoren b, die die in der Probe vorhandenen Stoffmen- 
gen der Fluorochrorne anzeigen, konstant. Falls das fur die Aufzeichnung eines spektralen Datensatzes benotigle Zeitin- 
tervall bei dynamischen Prozessen nicht vernachlassigbar gering ist, konnen sich Fehlerquellen ergeben; daher ist bei ki- 
netischen Untersuchungen auf einen geschwindigkeitsoptimierten Ablauf der Datenerfassung zu achten. 

Das Verfahren der Regressionsanalyse wird nun auf die Datensatze angewendet, um den Betrag der unbekannten Ska- 50 
lierungsfaktoren b L . . . b ra der jeweiligen normierten Intensitat der Reinformen Xi . . . Xn, zum Gesamtsignal y zu ermit- 
teln. Bei jeder spektralen Konfiguration i selzt sich das Gesamtsignal y\ aus den Signalen der im Bildelement befindu- 
chen Reinformen F^ bzw. b m Xin, addiuv zusammen. 

Fur jede Wellenlange i gilt somit: 



55 



Die Anzahl der Reinformen m bestimmt die Zahl n der spektral unterschiedlichen Datensatze, die mindestens aufge- 
zeichnet werden miissen, um eine Losung mit Hilfe der Regressionsanalyse zu erzielen. Allgemein gilt also n > m. 

Durch Aufzeichnen der n verschiedenen Datensatze ergeben sich aus den gemessenen spektral verschiedenen Daten- 60 
satzen n verschiedene Losungen eines linearen Gleichungssystems (LGS). 
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Forrnel (2): 



^i=Vn + b 2 x l2 + b 3 x n + ... + b m x u 
y 2 =b l x 2l + b 2 x 22 + b 3 x 22 + 



bx nm 

m nm 



.^^Dieses. LGS kanir bci. der A u f zeic h n u pg- vonjtL vcrschicdcnen Hucres^enzfarbstpffcn^^ . 
kannl ist (xn . . . x mn , sind bckannt) bei n = m Wcllcnlangcn direkt durch das Gauss- Jordan'schc Eliminations verfahren 
gelost werden, falls zwischen den n vcrschiedenen T.osungen keine lineare Abhangigkcilen bestchen. Die multivariate H- 
neare Regressionsanalyse besilzL jedoch den VortciL daB mehr MeBwerte in die Berechnung aufgenommen werden kon- 
nen, und daB das Berechnungsverfahren zuverlassiger gestahet werden kann. 

Bei steigender Anzahl n erhdht sich die Zuverlassigkeit der Regressionsanalyse besonders bei nur schwach spektral 
unterschiediichen Fluorochromen. Andercrscits werden die Datensatze umfangreichcr und die Dalenanalyse verlang- 
samt. Bei derim An wen dungsbei spiel verwcndcicn CCD-Kamera tniL 12 bil Auflosung werden beispielsweisc bis zu 1,3 
x 10 6 Bildpunkte aufgezeichneL Dies cnLsprichi bei jewcils 10 vcrschiedenen speklraien Konfigurationcn zu 20 Zeilin- 
tervallen einem Datensalz von 520 Megabyie. 

Bei vektorieller Beschreibung einer muliivariaicn lincurcn Regressionsanalyse konnen die gesuchten Belrage der 
Reinformen in einem Losungsvektor b wic folgi ausgedrucki werden: ¥ = A" 1 X z, wobei A* 1 die inverse einer Matrix A 
ist Der gesamic Term lautet: 



Formel (3) 



^ d x n x n 


^jj X t\ X i2 


2* 




^j X i2 X i2 
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^^ X i3 X i\ 


^l X i3 X i2 


2* 


^j X im X i\ 


^j X im X i2 


2-, 



^J X i2 X im 



-I 



4 X im X im J 



2L x nyi 
^ t x i m yi j 



Die Summer) £ werden hierbei uber alle gemessenen spektralen Kohfigurationen i = 1 bis 1 = n gebildet. Da die Matrix 
A quadradsch ist, kann die Inverse der Matrix A" 1 durch das GauB'sche Elimi nations verfahren mit Rucksubstitution ge- 
bildet werden. Bei hoher Komplexital der Matrix und bei schwach divergenten Datensatzen muB besonders auf Run- 
dungsfehler geachtet werden, die sich teilweise dramatisch auswirken konnen. Die Computergestutzte Ermittlung der in- 
versen Matrix wurde daher im Anwendungsbeispicl mit doppelt genauen FlieBkornmavariablen durchgefuhrt. Im Zwei- 
felsfall kann ein iterati ves Verfahren zur Kontrolle und Verbesserung der Bildung der inversen Matrix dienen. Da die in- 
verse Matrix fur' ein MeBprotokoll ledigbch ein Mai berechnet werden muB, ist. das aufwendige Verfahren der iteraliven 
Kontrolle und Verbesserung empfehlenswerL Enlsprechende Algorithmen mit Programniierungsroudnen sind der Fach- 
literatur zu entnehmen und im Internet publiziert 

Nach Kalkulalion der inversen Matrix A" 1 konnen mit Hilfe einiger Multiplikadons- unid Additionsschritte die Matrix 
A"" 1 mit dem Vektor z zur Ermittlung des Losungsvektors b ausmultipliziert werden. In den Zeilen des Losungsvektors 
sind die relativen Belrage des Beitrags der einzelnen Ruorochrome zum jeweiligen Gesamtsignal enthalten. Diese kon- 
nen bei homogener Ausleuchtung des Gesichtsfeldes uber das gesamte Bildfeld ais MaB ftir die lokale Menge des jewei- 
ligen Ruorochroms dienen. Bei inhomogener Ausleuchtung konnen Korrekturfaktoren angewendet werden, die zuvor 
durch Messung einer normierten Ruorochromkonzentration in vcrschiedenen Bereichen des Gesichtsfeldes ermittelt 
wurden. Bei Fluoreszenzindikatoren, die abhangig von Milieubedingungen ihre Eigenschaften andem (z. B. Fura-2 und 
Fura-2- Ca 2+ -Kompiex), ist zur Ruckrechnung der entsprechenden Milieubedingung (lokale Ca 2+ -Konzentration) keine 
Korrektur erforderlich, da Unterschiede in der Ruoreszenzintensitat beide Indikatorformen gleichermaBen betreffen. So 
kann im Fall des Fluoreszenzindikators Fura-2 die lokale Ca 2+ -Konzentralion durch folgende Formel berechnet werden: 

Formel (4) [Ca 2+ ] = K D x [Fura-2-Ca 2+ ]/[Fura-2]. 

Alternative Datenanalyseverfahren 

Alternativ zum beschriebenen multivariaten linearen Regressionsverfahren wurden nichtlineare Regressionsverfahren 
gepruft Die Berechnung der relaliven Anteile der Einzelkomponenten zum Gesamtsignal wird durch ein Minimierungs- 
verfahren der Abweichungsquadrate /.wischen MeBwerten der Probe und einer Summierung der mit den gesuchlen Fak- 
toren rnultiplizierten normierten MeBdaten der Reinformen (Formel (1)) erzielt. Die Summe der Abweichungsquadrate 
kann mittels verschiedener iterad ver Verfahren minimiert werden. Vergleichend wurden die "steepest gradient" Methode 
und der Levenberg-Marquardt-Algorithmus fiir die iterative Berechnung angewendet. Beide Verfahren ergeben unter Be- 
rtie ksichtigung aqui valenter Abbruchkriteriert der iteradven Optimierung idendsche Losungen. Bei geeigneter Wahl von 
Startwerten filr die iteradv zu ermittelnden Faktoren b! . . . b m ist das nichtlineare Regressionsverfahren zuverlassig und 
bietet eine einfache Handhabung. Falls die Startwerte und die initialen Schrittweiten des iteraliven Verfahrens ungiinsUg 
definiert wurden, ergeben sich jedoch falsch kondidonierte Iteradonsschritte, die eine Fehlbestimmung in Form eines lo- 
kalen Minimums der Minirnierungsfunktion ergeben konnen. Diese Gefahr kann zwar durch die Definidon von Grenz- 
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wertcn fur b*j . . . b m reduziert werden ? doch geradc bei Minimicrungsfunkuoncn mil komplexer Topologic ist die Zuvcr- 
Jassigkeit der ileraiiven Suchc des globaJcn Minimums eingcschrankl. 

Das muliivariaic lineare Regressionsverfahren bictcl. somiL gegcniiber dem nichUincaren Regression sverfahren fur die 
Mchrzahl der Applikalioncn folgende Vorziigc: 

5 

- nichtlincare Regressionsvcrfahren bergen das Risiko, cin lokales OpLimum der Dalcnanpassung zu finden. das 
multivariate lineare Regressionsvcrfahren crfaBi immer das globalc Optimum der DaLcnanpassung. 

- Der Berechnungsaufwand durch das multivariate lineare Vcrfahren isl wesenllich niedriger als bei den itcrativen 
Vcrfahren und bei einer gegebenen KonfiguraLion immer idenlisch. Somilistdie benoligtc Rcchenzeit. abschatzbar. 
und dadurch die Integrierbarkeit in Echtzeii-Programmablaufe gegeben. to 

- Die Bcrcchnungsschrillc der Malrixopcralion (Forme! (3)) bestehen lediglich in Addilionen und Multiplikatio- 
nen. Daher kann fur die Anwendung des Verfahrens der hone Grad der Rechcnoplimicrung in aktucllen Prozcssoren 
("pipelining'* von Addilionen und Multiplikalionen) ideal genutzl werden. Allernaliv konnen jedoch auch Prozesso- 
ren rnit reduziert em BefchlssaLz ("RISC "-Prozcssoren) verwendct werden. 

15 

Anwendungsbeispicl 

Die Vorrichtung, die bei Ersiellung des An wendungs bei spiels verwendct wurde, ist in Zeichnung 1 scheniatisch wie- 
dergegeben. Das in einem Monochromator (T.I.L.L.-Pholonics) erzeugte Anregungslicht wurde durch eine schnelle 20 
Steucrvorrichtung auf verschiedene Wellenlangen cingeslellt. Durch die Wahl der Ruheposition des Monochromalors bei 
einer von der Optik nichl transmittienen Wellenlange von 260 nm diente die schnelle Monochromalorsleuerung gleich- 
zeitig zur Steuerung der Belichtungszeit der CCD-Kamera. Andernfalls mufi durch eine gepulsie Lichtquelle oder durch 
einen mechanischen oder elektronischen VerschluB im Slrahlengang die Belichtungszeit des Sensors reguliert werden. 
Das Anregungslicht kann bei Verwendung nichl- monochromer Lichlquellen durch geeignele Bandpas slitter gefiltert 25 
werden. Hier konnen zur Aufzeichnung spektraler Dalensatze bei spiels weise Filterrader zum Einsalz kommen, die syn- 
chron zu dem VerschluB der CCD-Kamera gestcuert werden. Die dichroischen Spiegel, die bei hcrkommlichcn Epifluo- 
reszenzmikroskopen verwendet werden, konnen ebenfalls zur spektralen Auftrennung gewechselt werden. Hierbei ist je- 
doch auf einen rnoglichen Pixel versatz des Bildsignales nach Wechsel der Spiegel und Fillersatze zu achten, der durch 
die Bauweise der Spiegel und Filter bedingt sein kann. Das Objektiv muB uber eine hinreichende Bildebnung und eine 30 
geringe chromatische Aberration verfugen. Das im Anwendungsbeispicl angewendete Objektiv ist ein UV-optimierter, 
lichtstarker Achromat (Fiuar 1 Ox/0.50, Carl Zeiss AG), dessen Bildebnung im MeBfeld der verwendeten CCD-Kamera 
eine hone Bildscharfe in den verwendeten spektralen Bereichen erzeugte. Das emittierte Ucht wurde zur Elimination 
von Slreulicht durch einen Langpassfilter (Transmission bei X. > 510 nm) geleitet, bevor es in den Sensor gelangte. Die 
verwendete CCD-Kamera zeichnet sich durch einen "grade-0"-Chip ohne Pixeldefekte aus, der zur \ferringerung des 35 
Dunkelstromes durch Pellier-Elemente auf -20°C gekuhlt wird. Bei Verwendung anderer Sensoren muB beachlet wer- 
den, daB das Regressionsvcrfahren auf der Grundlage der Formel (1) nur dann angewendet werden kann, wenn der Sen- 
sor in einem linearen Arbeitsbereich betrieben wird. Gegebenenfalls konnen bei einem bekanntem, nichtlinearen Verhal- 
ten des Sensors enlsprechendc Umrechnungsfaktoren bei der Datenerfassung angewendet werden, um die talsachliche 
Signalinlensilat der Probe zu erfassen und nach dem beschriebenen Verfahrcn fortzusetzen. 40 

In Fig. 2 sind spektral aufgeloste Datensatze der Anregungswellenlangen vori 320 nm bis 490 nm in 1 nm-Schritlen 
von Fura-2, Fura-2-Ca 2+ -Komplex und "green fluorescent protein" (GjFP) nach Norniierung auf die maximale Fluores- 
zenzintensitat des entsprechenden Fluorochroms abgebildet. Als Reinformen wurden in der Fokusebene folgende Mate- 
rial en gemessen: 

45 

1 . GFP: In IIEK 293-Zellen (humane embryonale Nierenzellen), die rekombinantes modiflziertes GFP exprimieren 
(48 Stunden nach transienter Transfektion des Plasmids pEGFP-Cl, Clontech, Palo- Alto, CA, USA). 

2. Fura-2: In HEK 293-Zelien, die mil Fura-2-Azetoxymethylesler (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) geladen 
wurden, und mil dem Ca 2 *-Chelat.or Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl)-tetraessigsaure 2 mM (EGTA; Fluka, Dei- 
senhofen, Deulschland) und dem Ca 2+ -Ionophor Ionomycin 5 ^M (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) fur 2 h inku- 50 
biert wurden. 

3. Fura-2-Ca 2+ -Komplex: In HEK 293-Zellen, die mil Fura-2- Azetoxymethylester (Molecular Probes, Eugene, 
OR, USA) geladen wurden und mil Ca 2+ 10 mM und dem Ca 2+ -Ionophor Ionomycin 5 uM (Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland) fur 20 min inkubiert wurden. 

4. Zusatzlich zu Punkt 2 und 3 wurde eine 2 uM Losung von Fura-2-Kaliumsalz in einer Pufferlosung (pH 7,1) in 55 
Anwesenheit von Ca 2+ bzw. EGTA in der Probenkammer gemessen. Die Dalen dieser Messungen ergaben gegen- 
uber den Messungen nach Punkt 2 und Punkt 3 weniger als 1 nm spektrale Verschiebungen und bestatigten dadurch 

die EfTizienz der Aquilibralionsprozedur in IIEK 293-Zellen. Da diese normierten Anregungsspektren mil den nach 
Punkt 2 bzw. Punkt 3 errnittelten Spektren nahezu ubereinstimmen, wurden sie aus Grunden der Ubersichtlichkeit 
nichl in Zeichnung 2 abgebildet. 60 

Als Probe wurden im selben optischen System HEK 293-Zellen gemessen, die gleichzeitig mit pEGFP-Cl und der 
cDNA eines Kationenkanals (mTRPC4) im Expressionsvektor pcDNA3.1 (Invitrogen, USA) transient transfiziert wur- 
den. Die KontroUe der Transfektionseffizienz und die Auswahl der positiv translizierten Zellen fur den MeBvorgang 
konnte durch die Expression des GFP erfolgen. Der Ca 2+ -Indikator Fura-2 wurde verwendet, da er Mangan (Mn 2+ ) unter 65 
Ausbildung eines nicht-fluoreszierenden Komplex bindet (Grynkiewicz et al. (1985)). Da der Kationenkanal mTRPC4 
neberi Ca 2+ auch Manganionen (Mn 2+ ) leitet, kann in Mn 2+ -haltigcn Medien die Kanalaktivitat durch das Absinken der 
Fura-2- und Fura-2-Ca~ + -abhangigen Fluoreszenz verfolgt werden. Hierbei ware zu erwarten, daB die Fluoreszenz beider 
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Fura-2- Indikalorspezics absinkt, nicht jedoch die Fluoreszenz des GFR Da groBe Intensiliiteunterschiede der Fluoreszen- 
zcn der drei in der Probe vorhandenen Fluoreszenzfarbsiofispezies im Bereich von 340 hm, 358 nm, 380 nm und 480 nm 
groBe DifTerenzen untereinander aufweisen, wurden diese AnregungsweJlenJangeri fur den MeCvorgang ausgewahlt. 
Durch die Wahl der Exposiuonszcil der CCD-Kamera von 30 ms bci jeder Anregungswellenlange wurdc der dynamische 
5 Bereich der CCD-Kamera optimal genutzt, wobei insbesondere darauf geachlet wurdc, daB kcine Bildpixel die Salti- 
gungsschwelie der CCD-Kamera uberstei gen. Die Aufzeichnung eines spektral en Datensatzes erforderte weniger als 
200 ms und wurde in 1 s InlcrvaUen wicdcrholl. 

Bildregionen, die einzelnen ZelJen enLsprechen, wurden sclekticrt und eine Zeitserie der miltleren Bildpixel werte uber 
jede der selektierten Bildregionen berechnet. Die enLsprechenden Mitlclwerte der Bildregionen bei den Wcllcnlangen 
io 340 nm, 358 nm, 380 nm und 480 nm sind als Funktion der Zeii in den Fig. 3-6 dargestellt. Bei 20 s wurde Mn 2+ 1 mM 
:. .ri z HfirS?J?5^ ?y. vei f ol g^ n v nacn M-SJ¥Ui^n die.Zcllcn mil. Carbachol 100 uM.stimuliert. Durch das - .. 

beschriebene multivariate, lincare Regressions verfahren wurden nun die reiativen Bctrage der einzelnen Fluorochrome, 
die sich zum jeweiligen Gesamtsignal addieren. fur jede Telle zu den verschiedenen Zeitpunklen eimittelt. Zugrunrtcge- 
legt wurden hierbei die nonnierten spektral aufgetrennten FluoreszenzinlensiLatcn der Reinformen aus Fig. 2. Nach Ver- 
ts rechnung der reiativen Fura-2 und Fura-2-Ca 2+ Konzentrationen gemaB der Formel (4) wurde die resullierende freie zy- 
tosolische Ca 2+ -Konzcntration in den sclektierten Bildarealen (entsprechend mehreren verschiedenen Zellen im Ge- 
sichtsfeld) im oberen Abbiidungsteil der Fig* 7 ((]) in Fig. 7) als Funktion derZeit. aulgetragen. Die durch das mutiva- 
riaten, linearen Regressions verfahrens ermittehen Zeitverlaufe der Summe der reiativen Fura-2 und Fura-2-Ca 2+ Fluo- 
reszenzen wurden summierL und nach Normierung auf die initialen FluoreszenzintensiLaLen im mittleren Abbiidungsteil 
20 der Fig. 7 ((2) in Fig. 7) dargeslellL Die relative GFP-Konzentration ist im unteren AbbUdungsteil der Fig. 7 ((3) in Fig. 
7) aufgetragen. Aus Abbiidungsteil (2) in Fig. 7 kann man ersehen, daB die Stimulation eines Mn 2+ -Einstromes zu einer 
rapiden Verfingerung der Fura-2- und Fura-2-Ca 2+ -Signale fuhrt. Die durch das genannte Verfahren ermittelte GFP-Fluo- 
reszenz ((3) in Fig. 7) hingegen bJeibl nahezu konstant. Weiterhin ist eine Bestimmung der zytosolischen Ca 2+ -Konzen- 
tration selbst unter mehreren Storeinflussen rndglich ((1) in Fig. 7). So wurden im An wendungsbei spiel mehrere Stor- 
25 groBeh eingefuhrt, die jeweiis eine Quantifizierung durch das von Grynkiewicz et al. (1985) beschriebene "Ratio- Verfah- V, 
ren*' beeintrachli gen wurden: 

- Die Anwesenheit eines dritten Fluorochroms (GFP) verursacht in den Anregungswellenlangen 380 nm, 358 nm 
und 340 nm unterschiedlich starke Sign aUn ten sitaten, die die Fluoreszenzsignale von Fura-2 uberlagern. 

30 - Die deutliche Abnahme der Fura-Fluoreszenzen nach Auslosung eines Mn 2+ -Einstromes in die Zellen fuhrt zu in- 

konsistenten Ergebnissen nach dem "Ratio- Verfahren". 

- Durch Abnahme der Fura-Ruoreszenzen nirnmt die StorgroBe der GFP-Fluoreszenz zeitabhangig im Verhaltnis 
zu den Fura-Fluoreszenzen zu. 

35 " Da mit dem in dieser Erfindung beschriebenen Verfahren die Fluorochromzusammensetzung ohne die Bildung von 
"Ratio- Verfahren" ermittelt werden kann, nehmen die SlorgroBen keinen EinfluB auf die Quantifizierung der ortlich und 
zeitlich aufgelosten Fluorochromzusammensetzung. Fluorochrome mit deutlich uberlappenden spektralen Eigenschaften 
kohnen somit erstmals ohne die Verwendung von "Ratio- Verfahren" zuverlassig quantiflziert werden. 

40 Beispiele der bevorzugten Nutzungsmoglichkeiten der Erfindung 

Die Schnelligkeit des Berechnungsverfalirens erlaubt es, eine hohe zeitliche und/oder raumliche Auflosung der MeB- 
vorrichtung'urivenriindert. zu nutzen. Durch weitere Entwicklungen in Hard- und Software werden durch online-Berech- 
nungen die im Speicher verbleibenden Datensatze weiter reduziert werden konnen, da nach dem Berechnungs verfahren 

45 die spektral aufgelosten Bilddaten nicht mehr benotigt werden. Eine online-Berechnung der Datensatze wurde neben der 

Speicherpktzreduklion den weitereri Vorteil bieten, daB bereits kalibrierte Daten visualisiert werden konnen. Der An- C • 
wender konnte auf dem Bildschirm bei spiels weise simukan und nahezu in Echtzeit die bereits kalibrierte Ca 2+ -Konzen- 
tration, den pH-Wert in einer Zelle oder die Lokalisation verschiedene fluoreszierender Prbteine und Farbstofife wahrend 
eines laufenden Experiments beobachten. In einem Ruoreszenzmikroskop kornen nach Angabe der in der Probe enthal- 

50 tenen Fluorochrome durch Echtzeit-Berechnungen verschiedene Fluorochrome in getrennten Bildern oder durch Farb- 
kodierungen kenntlich gemacht nebeneinander oder in iibereinandergelagerten Bildern dargestellt werden. Dies ist bei 
Verwendungen von Fluorochromen, die durch optische Vorrichtungen quaniilaliv unterscheidbar sind, in der konfokalen 
Lasermikroskopie und in der mehr-Phoronen-Mikroskopie bereits verwirklicht worden. Bei Verwendung von Indikator- 
farbstoffen konnen jedoch lediglich relative Veranderungen beobachtet werden; eine Quantifizierung konnte mit dem in 

55 dieser Erfindung beschriebenen Verfahren ermoglicht werden. 

Vorrichtungen, die durch ihre Eignung zur Aufzeichnung spektraler Datensatze fur die Anwendungen des in dieser Er- 
findung beschriebenen Verfahrens besonders geeignet erscheinen, sind beschrieben worden. Sie umfassen konfokale und 
. nicht-konfokale Fluoreszenzmikroskope (US 5751417, US 5861984, US 5864139, WO 9222793), aber auch die Fluo- 
reszenz-gestutzte DurchfluBzytometrie (in Patent US 4745285 bereits mit den technischen Voraussetzungen fur eine 

60 spektrale Auftrennung der Fluoreszenzemission heschrieben) oder die Fluoreszenz-basierende DNA-Sequenzierung 
(EP 0294524 und dessen Weiterentwicklungen). Die Kalibration der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-Mikro- 
skopie (z. B. WO 9855026) kann ebenfalls durch das erfindungsgemaBe Verfahren bedeutend erleichtert werden. Die 
Fluoreszenzen des "green fluorescent protein" (GFP) und seiner Varianten (US 5777079, WO 9821355, EP 0851874, 
US 5741668, WO 9742320, C A 2232727, WO 9726333, AU 4482996, . US 55625048, WO 9711094, WO 9623810, 

65 WO 9521191) kOnnen mit dem erfindung sgemaBen spektroskopischen Quandfizierungsverfaliren trotz dberlappender 
spektraler Eigenschaften effektiv voneinander separiert werden. Dies ermoglicht erstmals die simultane Bestimmung 
muldpler Expressionsmarker in vitalen Zellen. Durch die Expression von Fusionsproteineri mit den genannten GEP- Va- 
rianten konnen verschiedene zellulare Proteine simukan in lebenden Zellen beobachtet werden. Kolokalisationsstudien 
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mil Hilfe def FluoreszW-Resonanz-Energie-Transfcr-Mcthode (FRET) konnen miL dem in dieser Erfindung vorgeslell- 
ten Verfahrcn durch die exakte Quantifizierung der Einzelfluoreszenzen mil bedeuiend groBerem Aufiosungsvermogen 
durchgcfuhrt. werden. 
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Paientanspruche 

1. Verfahren zur Quantifizierung mehrerer Fiuorochrome, bei dem durch Aufzeichnung und Speicherung speklral 25 
aufgelrennter Fluoreszenzen der in einer Probe enlhaltenen Fluorochrome in Reinfonn, durch die Aufzeichnung 
und Speicherung spcktral aufgetrennter Fluoreszenzen der Probe und durch die Anwcndung cincs multivariates li- 
nearen Regressionsverfahrens die Beitrage der Reinformen zu kornplexen Gesamtsignalen ermittelt werden, da- 
durch gekennzeichnet, dass eine spektrale Auftrennung durch die Verwendung verschiedener Anregungswellen- 
langen erfolgt. w 30 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine spektrale Auftrennung oder Filterung des emit- 
tierten Lichtes bei einer Anregungswellenlange zur Erfassung spektral aufgelrennter Fluoreszenzen eingesetzt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine spektrale Auftrennung oder Filterung des ernit- 
tierten Lichtes bei mehreren verschiedenen Anregungswellenlangen zur Erfassung spektral aufgetrennter Fluores- 
zenzen eingesetzt wird. 35 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB ein nichtlineares Regressi- 
onsverfahren zur Berechnung der Beitrage der Reinformen zu kornplexen Gesamtsignalen verwendet wird. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB bei Verwendung von m ver- 
schiedenen Fluorochromen n = m verschiedene spektrale Konfigurationen zur Datenaufzeichnung eingesetzt wer- 
den, und ein Substitutions verfahren zur Berechnung der Beitrage der Reinformen zu kornplexen Gesamtsignalen 40 
verwendet wird. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB als Anregungslichtquellen 
konlinuieriiche oder gepulste Laserlichtquellen verwendet werden. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB Quantifizierungen von Mil- 
lieubedingungen durchgefuhrt werden, wobei ein oder mehrere Fluoreszenzindikator(en) eingesetzt werden, deren 45 
millieuabhangig veranderliche Formen fur das erfindungsgemaBe Quantifizierungs verfahren als verschiedene Rein- 
formen von Fluorochromen behandelt werden konnen. 

8. Anwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 7 in der Fluoreszenzmikroskopie. 

9. Anwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1, 2, 3, 4 und 6 in der Nukleinsauresequenzierung. 

10. Anwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 7 in der DurchfluGzytornetrie oder dem "fluores- 50 
cence-assisted-cell-sorting" (FACS). 

11. Anwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 7 in der Ruoreszenzspektrophotometrie oder der 
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie. 
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Fig. 1: 

FluRdiagramm der notwendigen 
Arbeitsschritte zur Durchftihrung des 
erfindungsgemaGen Verfahrens 



Aufzeichnung und Speicherung 
spektral aufgetrennter Datensatze 
der einzelnen Fluorochrome 
in Reinform 




Aufzeichnung und Speicherung 
spektral aufgetrennter Datensatze der 
Probe, die eine unbekannte Zusammen- 
setzung der Reinformen enthalt 












Mathematisches Regressionsverfahren zur 
Berechnung der Beitrage der verschiedenen Reinformen 
zum komplexen Gesamtsignal der Probe 
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Fig. 2: 

Anregungsspektren der Fluoreszenzen 
von Fura-2, Fura-2-Ca 2+ -Komplex und 
GFP ("green fluorescent protein") 
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